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(54) GLASELEMENT UND SYSTEM ZUR UNTERSUCHUNG VON BIOLOGISCHEM MATERIAL
SOWIE VERFAHREN ZU DESSEN HERSTELLUNG

(57)  Glaselement (1) zur Aufnahme und/oder Wei-
terleitung von biologischem Material (60), insbesondere
menschlichen oder tierischen oder pflanzlichen Zellen
und/oder Zellbestandteilen, insbesondere Proteinen
und/oder DNA und/oder RNA, mit einer Vielzahl von Mi-
krokanalen (2), welche eine Oberflache (U) des Glase-
lements (1) mit der gegeniiberliegenden Oberflache (O)
des Glaselements (1) verbinden oder in einem Sackloch

enden. Die Mikrokanale (2) verjiingen sich von der Un-
terseite (U) in Richtung zur Oberseite (O). Insbesondere
sind Mikrokanale (2) zumindest bereichsweise trichter-
férmig ausgebildet.

Ebenso umfasst ist ein System (10) mit einem sol-
chen Glaselement (1), das zur ortsaufgeldsten Untersu-
chung von biologischem Material (60) und/oder zum Ein-
zelmolekilnachweis mittels digitaler PCR geeignet ist.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Glaselement mit Mi-
krokanalen, das insbesondere fir die ortsaufgeldste De-
tektion und Untersuchung von biologischem Material ein-
gesetzt werden kann. Solch biologisches Material sind
beispielsweise menschliche, tierische oder pflanzliche
Proteine, Antikorper und/oder DNA einer Zelle, die Be-
standteil eines Zellverbundes, wie z.B. Gewebeprobe
oder Zellkultur ist. Die Erfindung betrifft ebenso ein Sys-
tem zur Untersuchung von biologischem Material und ein
Verfahren zur Herstellung des Glaselements.

[0002] Die vorgenannten Untersuchungen werden in
der Regel Zell- und/oder DNA-Diagnostik genannt. Das
erfindungsgemaRe Glaselement erlaubt die ortsaufge-
I6ste Untersuchung des biologischen Materials, im Eng-
lischen auch als "spatial diagnostics" oder "spatial biolo-
gy" bezeichnet. Die vorgenannte Erfindung erlaubt die
ortsaufgeldste Untersuchung von Expressionsmustern
von DNA und Proteinen einer Zelle, wobei die Information
in Bezug auf den Zellverband, wie z.B. Gewebeprobe
oder Zellkultur, erhalten bleibt. Sie erlaubt au3erdem Ein-
zelmolekiluntersuchungen, beispielsweise von Biomar-
kernin biologischen oder medizinischen Proben, wie ins-
besondere Blut, Serum oder Urinproben, Zelliiberstande
etc..

[0003] Glaselemente zum Auftrennen von DNA in flis-
sigen Medien sind aus der US 20150122656 A1 bekannt.
Darin werden Kanale in eine Glasplatte mit Hilfe von La-
serstrahlen gebohrt. Das beschriebene Verfahren beruht
auf dem Einbringen von Filamenten in das Glas mittels
aufeinander folgender Pulse eines Ultrakurzpulslasers.
Durch Verschieben des Fokus des Lasers entstehen aus
den Filamenten durch das Substrat hindurchgehende
Kanale mit einem Durchmesser von 1 um. Es wird an-
gegeben, dass damit besonders glatte Innenwande der
erzeugten Kanale erreicht werden, die von der idealen
Zylinderform hdchstens vernachlassigbar abweichen.
[0004] Fir ortsaufgeldste Untersuchungen ist es er-
strebenswert, mdglichst viele Kanale in dem Glasele-
ment mdglichst nahe beieinander anzuordnen. Ebenso
ist es erstrebenswert, den Durchmesser der Kanéle so
abzustimmen, dass eine ausreichende Sammeleffizienz
fur das biologische Material erreicht wird. Jeder Kanal
reprasentiert aber eine Schwachung des Glaselements
und es muss ein ausreichendes Glasvolumen zwischen
den Kanalen vorhanden sein, um eine ausreichende Min-
deststabilitat zu erreichen, welche eine rationelle An-
wendbarkeit des Glaselements sicherstellt. Somit stehen
Sammeleffizienz und Ortsauflésungin einem Zielkonflikt.
[0005] Die Erfindung I8st dieses Problem mittels dem
Glaselement entsprechend den unabhangigen Anspri-
chen. Das erfindungsgemafRe Verfahren stellt ein ent-
sprechendes Glaselement zur Verfligung. Bevorzugte
Ausfiihrungsformen ergeben sich aus den abhangigen
Ansprichen.

[0006] Die Erfindung umfasstein Glaselement zur Auf-
nahme und/oder Weiterleitung von biologischem Mate-
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rial (60), insbesondere menschlichen oder tierischen
oder pflanzlichen Zellen und/oder Zellbestandteilen, ins-
besondere Proteinen und/oder DNA und/oder RNA, mit
einer Vielzahl von Mikrokanalen, welche bevorzugt eine
Oberflache des Glaselements mit der gegeniiberliegen-
den Oberflache des Glaselements verbinden oder in ei-
nem Sackloch enden, wobei sich Mikrokanalen von der
Unterseite in Richtung zur Oberseite verjlingen. Bevor-
zugt sind Mikrokanale zumindest bereichsweise trichter-
férmig ausgebildet.

[0007] Die Unterseite des Glaselements ist diejenige
Seite, welche im Anwendungsfall dem zu untersuchen-
den biologischen Material zugewandt ist. Ublicherweise
handelt es sich bei dem Glaselement um ein plattenfor-
miges Element, ein sogenanntes Slide. Die Mikrokana-
len kénnen eine Oberflache des Glaselements mit der
gegenuberliegenden Oberflache des Glaselements ver-
binden, insbesondere die Unterseite mit der Oberseite.
Die Mikrokanale sind dann durchgangig. Alternativ ist es
aber auch moglich, dass die Mikrokanale als Sackloch
ausgebildet sind, wobei sie eine Seite, definitionsgeman
die Oberseite, nicht durchdringen. Der Boden des Sack-
lochs befindet sich dann im Bereich und/oder der Nahe
der Oberflache. Die Mikrokanale weiten sich von der Sei-
te einer Oberflache des Glaselements in Richtung der
gegenuberliegenden Oberflache auf, bevorzugt sind sie
zumindest bereichsweise trichterformig ausgebildet
sind.

[0008] Ein vorteilhaftes Glaselement sieht es entspre-
chend vor, dass der Durchmesser des Kanaleingangs
eines Mikrokanals an der Unterseite grofRer als der
Durchmesser des Kanalausgangs oder Kanalendes im
Bereich der Oberseite.

[0009] Dies kann als Folge der Aufweitung der Mikro-
kanale betrachtet werden. Die Kanale haben auf einer
Seite des Glaselements eine Offnung, deren Durchmes-
ser groRer ist als der Durchmesser auf der Offnung oder
des Endes des Sacklochs auf der gegentiberliegenden
Seite. Ublicherweise handelt es ich um die Oberfliachen
um die Hauptseiten eines plattenférmigen Glaselements.
Deren Unterseite ist definiert als diejenige Seite, die im
Anwendungsfall dem zu untersuchenden biologischen
Material zugewandt ist, und die Oberseite ist die gegen-
Uberliegende Seite, die der Untersuchungseinrichtung
zugewandt ist. Die Aufweitung des Kanals befindet sich
Ublicherweise auf der Unterseite und ist mithin dem zu
untersuchenden biologischen Material zugewandt. Be-
sonders vorteilhaft haben die Mikrokanale einen kreis-
runden oder ovalen Durchmesser. Mikrokanéle im Sinne
der vorliegenden Beschreibung bedeutet, dass deren
Durchmesser im Bereich von wenigen Mikrometern bis
zu wenigen hundert Mikrometern liegt.

[0010] Durch die Aufweitung von Mikrokanalen an der
Unterseite des Glaselements und damit seiner prinzipi-
ellen Trichterform wird die Sammeleffizienz fir das bio-
logische Material erhéht, wahrend zwischen den Mikro-
kanalen auf der Oberseite des Glaselements mehr Glas-
material vorhanden ist, welches die mechanische Stabi-
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litat des Glaselements sicherstellt. So kénnen die Off-
nungen der Kanale auf der Unterseite des Glaselements
sehr nahe beieinander angeordnet sein und damit eine
gute Ortsaufldsung erzielt werden, aberimmer noch eine
gute mechanische Stabilitat bereit gestellt werden.
[0011] Ebenso mdglich und von der Erfindung ist ein
Doppeltrichter, bei dem die Aufweitungen von Mikroka-
nalen auf der Oberseite und auf der Unterseite des Gla-
selements vorliegen. Im mittleren Bereich der Mikroka-
nale sind diese sozusagen eingeschnurt und/oder zylin-
derférmig ausgebildet und es befindet sich gentigend
Glasmaterial zwischen diesen Bereichen und somit im
Volumen des Glaselements.

[0012] Eine vorteilhafte Ausfiihrungsform betrifft ein
Glaselement, bei welchem die Mikrokanéale zumindest
im Bereich eines Kanaleingangs oder Kanalausgangs im
Bereich einer Oberflache des Glaselements einen
Durchmesser von 5 um bis 200 wm aufweisen, vorteilhaft
von 7 um bis 130 pm, besonders vorteilhaft von 10 pm
bis 100 pm.

[0013] Durch die Wahl dieser Durchmesser ist es bio-
logischem Material moglich, auf einer Seite des Glase-
lements, wie beschrieben Ublicherweise der Unterseite,
in Mikrokanale einzudringen und in Richtung der gegen-
Uberliegenden Oberflache transportiert zu werden. Die
Auswahl der Durchmesser tragt dazu bei oder bestimmt,
dass nur das zu untersuchende biologische Material, ty-
pischerweise mit Langen von unter 1 um, nicht aber un-
erwiinschte gréRere Zellen und/oder Zellbestandteile in
die Mikrokanale gelangen kdnnen.

[0014] Ein vorteilhaftes Glaselement sieht vor, dass
der Kanaleingang einen Durchmesser von 5 pm bis 200
pm aufweist, bevorzugt von 10 um bis 100 pwm.

[0015] Wie beschrieben kann dies ein konischer Be-
reich sein, der sich in Richtung der gegeniiberliegenden
Oberflache verjlingt oder es kann sich an den aufgewei-
teten Bereich ein zylindrischer Bereich mit weitestge-
hend konstantem Durchmesser anschlielen oder ein
sich Richtung der gegentberliegenden Oberflache sich
aufweitender Bereich. Ebenso ist es mdglich, dass ich
an den zylindrischen Bereich ein sich aufweitender Be-
reich anschlieft.

[0016] Der Offnungswinkel des trichterférmigen Be-
reichs von allen beschriebenen Mikrokanalen betragt
vorteilhaft von 0,1° bis 30°, insbesondere vorteilhaft von
2° bis 18°. Vorteilhaft betragt die Dicke des Glaselements
0.1 mm bis 3 mm.

[0017] Die Auswahl der angegebenen Offnungswinkel
ermoglicht eine effiziente Herstellung, insbesondere mit-
tels der weiter unten beschriebenen Verfahren. Ebenso
tragen diese Werte dazu bei, dass das zu untersuchende
biologische Material gut vom Kanaleingang in Richtung
deranderen Oberflache transportiert werden kann, ohne
dass es zu einer Stauung kommt.

[0018] Die Auswahl des Offnungswinkels erlaubt eine
Aufkonzentrierung des zu untersuchenden Materials in-
nerhalb eines Kanals bzw. Separierung zwischen zwei
oder mehr Kanalen des biologischen Materials an der
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Oberseite des Glaselements. Die Aufkonzentrierung ist
proportional zum Verhaltnis der quadratischen Kanal-
durchmesser (R nten)?(Ropen ). auch Radienverhaltnis
genannt, erhéht die Sensitivitat der Analyse mittels Flu-
oreszenzspektroskopie bzw. ermdglicht die gezielte
Wechselwirkung mit funktionellen Molekiilen an der Ka-
nalwand. Besonders vorteilhaft ist eine Aufkonzentrie-
rung bei einem Radienverhaltnis von Uber 5.

[0019] Das erfindungsgemafe Verfahren, das im Fol-
genden beschrieben wird, ermdglicht die Herstellung in
diesem breiten Bereich, vorteilhaft aber insbesondere
bei den sehr geringen Dicken.

[0020] Entsprechendden voranstehenden Ausfiihrun-
gen sieht ein vorteilhaftes Glaselement vor, dass den
trichterformigen Bereich im Bereich des Kanaleingangs
ein zylinderférmiger oder trichterférmiger Bereich insbe-
sondere im Bereich des Kanalausgangs und/oder des
Endes des Sacklochs anschlieft.

[0021] Durch die genannten Merkmale ist es mdglich,
dass das Glaselement eine sehr hohe Dichte von Mikro-
kanalen aufweisen kann. Die Dichte von Mikrokanalen
wird auch Mikrokanaldichte genannt und gibt die Anzahl
von Mikrokanalen pro Flacheneinheit auf der Oberflache
des Glaselements an, beispielsweise die Anzahl der Mi-
krokanale pro Quadratmillimeter. Da der Kanaleingang
immer einem Kanalausgang oder Ende eines Sacklochs
zugeordnet ist, ist die Mikrokanaldichte auf der Oberseite
des Glaselements gleich der Mikrokanaldichte auf der
Unterseite des Glaselements. Daher kann man von einer
generellen Mikrokanaldichte sprechen.

[0022] Besonders vorteilhaft weist ein Glaselement
entsprechend der Erfindung eine Mikrokanaldichte vom
wenigstens 20 / mm2 oder wenigstens 50 / mmZ2 auf, ins-
besondere mindestens 400 / mm?2, insbesondere min-
destens 10000/ mmZ2 als Untergrenze auf. Die Obergren-
ze kann jeweils vorteilhaft hochstens 16000 / mm2 be-
tragen.

[0023] Besonders vorteilhaft ist ein Glaselement, wo-
bei die Kanalwand eine Struktur mit einer Vielzahl von
abgerundeten, kalottenférmigen Vertiefungen beinhal-
tet, die insbesondere eine Tiefe von weniger als 5 pm
aufweisen und insbesondere eine Ausdehnung von ins-
besondere 5 bis 20 wm aufweisen, vorteilhaft betragt die
Rauigkeit von 50 nm bis 1 um. Der Wert bezieht sich auf
den Mittenrauwert Ra.

[0024] Die Erfinder haben erkannt, dass es vorteilhaft
ist, wenn die Wand der Mikrokanale Uberraschender
Weise nicht moglichst glatt ausgebildet ist, sondern eine
Struktur aufweist. Die genannte Tiefe und Rauigkeit re-
prasentieren vorteilhafte Ausfiihrungsformen. Mit Tiefe
ist dabei die Vertiefung in Richtung senkrecht zur Achse
des Kanals gemeint, mit Ausdehnung die Lange der Ver-
tiefungen parallel zur Achse des Kanals.

[0025] Diese Strukturen kénnen durch das weiter un-
ten beschriebene Ultrakurzpulslaser-Herstellungsver-
fahren mitanschlieBendem Atzschritt rationell hergestellt
werden.

[0026] Diese, kalottenférmigen Vertiefungen stellen
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den Vorteil bereit, dass wenn Gel in die Mikrokanale ein-
gefulltwird, dieses einerseits gut einfillbar ist, aber eben-
falls auch gut in den Kanalen haften bleibt.

[0027] Ein weiterer besonderer Vorteil der Struktur der
Kanalwand, insbesondere der kalottenférmigen Vertie-
fungen, ist die Einstellbarkeit des elektroosmotischen
Flusses (EOF). Der elektroosmotische Fluss ist eine
durch Ladungen induzierte Bewegung von Flissigkeiten
entlang einer polaren Oberflache in einem elektrischen
Feld, beispielweise eine Pufferldsung in einer Glaskapil-
lare.

[0028] Die Auswahl der Rauigkeit erlaubt die Einstell-
barkeit des Beitrags der EOF zur Bewegung des biolo-
gischen Materials in den Kanalen. Eine gréRere Rauig-
keit der polaren Oberflache fiihrt zu einer Verringerung
der Geschwindigkeit des EOF und eventuellen Umkehr
der Bewegungsrichtung des polaren biologischen Mate-
rials im Glaselement im Vergleich zu einer Oberflache
mit geringerer Rauigkeit.

[0029] Die AuswahlderKanalwandrauigkeit mitgleich-
zeitig einstellbaren Offnungswinkel erlaubt das selektive
VerschlieBen des Kanals mittels gegenlaufigem EOF
und angelegtem elektrischen Feld.

[0030] Ein vorteilhaftes Glaselement sieht es vor, dass
die Kanalausgange eine Ausgangsmatrix bilden, in wel-
cher jedem Kanalausgang die Position des Kanalein-
gangs zuordenbar ist.

[0031] Insbesondere dadurch istes moglich, eine orts-
aufgeloste Untersuchung von biologischem Material
durchzufiihren. Dies insbesondere, da die Kanalausgan-
ge oder alternativ die Positionen der Sacklécher eine
Ausgangsmatrix bilden, in welcher jedem Kanalausgang
die Position des Kanaleingangs zuordenbar ist.

[0032] DiesbedeutetmitanderenWorten, dass die Po-
sition der Eingangsmatrix der Position der Ausgangsma-
trix zuordenbar ist. Im einfachsten Fall stimmt der Mittel-
punkt eines Kanaleingangs auf der Unterseite des Gla-
selements wenigstens im Wesentlichen mit der Position
des Kanalausgangs auf der Oberseite des Glaselements
oder dem Ende des Sacklochs (iberein. Dies entspricht
einer Ausfiihrung der Mikrokanale, in denen die Achse
von Kanalen senkrecht durch die Hauptflachen des Gla-
selements verlaufen. Es ist aber auch méglich, dass die
Kanalachsen schrag durch die Hauptflichen des Glas-
elements verlaufen. Aber auch in diesem Fall ist die Po-
sition des Kanaleingangs der Position des Kanalaus-
gangs oder des Endes des Sacklochs zuordenbar, so
dass eine Analyse des zu untersuchenden biologischen
Materials am Kanalausgang oder am Ende des Sack-
lochs eindeutig auf dessen Position beziiglich der Ein-
gangsmatrix und/oder des Kanaleingangs Herkunft
schlieRen lasst.

[0033] Vorteilhaftumfasstdas Glaselementzumindest
im Bereich der Mikrokanéle ein Glas, dass sich dadurch
auszeichnet, dass es eine geringe Eigenfluoreszenz im
Wellenlangenbereich von 300 nm bis 700 nm aufweist.
[0034] Die Eigenfluoreszenz sollte geringer sein als
10-6 der eingestrahlten Lichtintensitat. Durch die geringe
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Eigenfluoreszenz stért das Fluoreszenzlicht nicht die op-
tische Untersuchung des biologischen Materials. Geeig-
nete Bereiche der Eigenfluoreszenz sind beispielsweise
von 10-8 bis 10-6 der eingestrahlten Lichtintensitat.
[0035] Besonders geeignete Glaszusammensetzun-
gen werden in den Beispielen weiter unten genannt. Be-
sonders geeignet sind in Allgemeinen Glaser, welche
sich durch eine hohe chemische Bestandigkeit und/oder
hohe Wasserbestandigkeit auszeichnen. Insbesondere
vorteilhaft sind alkalifreie Glaser.

[0036] Geeignete Glasmaterialien kénnen insbeson-
dere alkalifreie Glaser und Borosilikatglas sein.
Insbesondere , im Handel befindlich Glaser mit den Pro-
duktbezeichnungen AF32, AF35, AS87, D263, D263T,
B270, MEMPAX, Willow, G-Leaf, EN-A1, BDA-E in Be-
tracht.

[0037] GemaR einer beispielhaften Ausfiihrungsform
umfasst die Zusammensetzung des Glases folgende Be-
standteile in Gewichtsprozent:

Zusammensetzung (Gew.-%)
Sio, 63-85
Al,Oq4 0-10
B,O3 5-20
Li,O + Na,O + K,0 2-14
MgO + CaO + SrO + BaO +ZnO | 0-12
TiO, + ZrO, 0-5
P05 0-2
[0038] Gemal einer weiteren beispielhaften Ausfiih-

rungsform umfasst die Zusammensetzung des Glases
folgende Bestandteile:

Zusammensetzung | (Gew.-%)
Si02 60-84
Al,O4 0-10
Zusammensetzung (Gew.-%)
B,O3 3-18
Li,O + Na,O + K,0 5-20
MgO + CaO + SrO + BaO +ZnO | 0-15
TiO, + ZrO, 0-4
P05 0-2
[0039] In einer anderen Ausfihrungsform umfasst die

Zusammensetzung des Glases folgende Bestandteile:
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Zusammensetzung (Gew.-%)

Sio, 58-65

Al,O4 14-25

B,O3 6-10,5

MgO + CaO + SrO +BaO +ZnO | 8-18

ZnO 0-2
[0040] Eine weitere geeignete Zusammensetzung des
Glases ist gegeben durch:

Zusammensetzung (Gew.-%)

Sio, 50-81

Al,O4 0-5

B,O3 0-5

Li,O + Na,O + K,0 5-28

MgO + CaO +SrO +BaO +Zn0O | 5-25

TiO, + ZrO, 0-6

P,05 0-2
[0041] GemalR einer weiteren Ausfihrungsform um-

fasst die Zusammensetzung des Glases folgende Be-
standteile:

Sio, 52 -66
B,O, 0-8

Al,O4 15-25
MgO +CaO+SrO+BaO+27ZnO | 0-6

ZrO, 0-25
Li,O + Na20 + K20 4-30

TiO, + CeO, 0-25

[0042] Fir alle vorgenannten Glaszusammensetzun-

gen gilt, dass gegebenenfalls farbende Oxide zugege-
benwerden kénnen, wie Nd,O5, Fe,03, CoO, NiO, V,0,
MnO2, CuO, Cr,04.

[0043] O -2 Gew.-% As,05, Sb,03, SnO,, SOs, CI, F
und/oder CeO, konnen als Lautermittel zugegeben wer-
den, und die Gesamtmenge der Gesamtzusammenset-
zung betragt jeweils 100 Gew.-%.

[0044] Ebenso kann es vorteilhaft sein und ist von der
Erfindung umfasst, wenn die Oberflachenenergie der
Wandungen von Mikrokanéalen so eingestellt ist, dass
das zu untersuchende biologische Material von den
Wandungen weiter geleitet wird oder das zu untersu-
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chende biologische Material an den Wandungen anhaf-
tet. Die Oberflachenenergie kann beispielsweise durch
Beschichtungen eingestellt werden.

[0045] Ein vorteilhaftes Glaselement sieht daher vor,
dass zumindest Wandungen der Mikrokanéle beschich-
tet sind, insbesondere mit Beschichtungen, welche das
zu untersuchende biologische Material abstoRen oder
an welchen das zu untersuchende biologische Material
anhaftet. Vorzugsweise umfasst die Beschichtung ins-
besondere zur Optimierung der Oberflachenenergie zu-
mindest bereichsweise Polymere, Silane, Oligonucleoti-
de, Antikorper, Proteine, Antigene oder Nitrocellulose
oder anorganischen Beschichtungen, insbesondere me-
tallische Partikel, insbesondere Gold und/oder, Eisen
oder Polymer basierte Nanopartikel oder Mikropartikel
oder Kombinationen der Genannten.

[0046] Wie voran beschrieben ist es moglich, dass die
Beschichtung nur in Abschnitten der Mikrokanale vor-
liegt, beispielsweise am Kanaleingang, oder sich unter-
schiedliche Beschichtungen im Kanal befinden, insbe-
sondere unterschiedlich entlang der Kanalachse.
[0047] Die Beschichtung kann ublicherweise Dicken
von einer Molekil-Monolage oder Beschichtungen mit
Dicken im nm-Bereich bis zur vollstédndigen Fiillung des
Kanals aufweisen. Sie wird im einfachsten Fall Gber
Tauchbeschichtungsverfahren aufgebracht. Besonders
bei geringen Kanaldurchmessern eignet sich eine Be-
schichtung mit Hilfe von Vakuumprozessen, z.B. Chemi-
cal Vapor Deposition (CVD) oder Atomic Layer Deposi-
tion ALD). Es kann vorteilhaft sein, die Beschichtung se-
lektiv in den Kanalen anzubringen, z.B. durch ein Lift-off
Material aulRerhalb der Kanale oder selektives Sputtern
auf die Oberflache des Glaselements.

[0048] Die genannte vorteilhafte Struktur des Wan-
dung der Mikrokanale wirkt besonders vorteilhaft mitden
Beschichtungen und/oder Fillungen zusammen, insbe-
sondere da die Struktur die Oberflache die Flache der
Kanalwandung erhéht. Bei anhaftenden Beschichtungen
wird dann mehr Flache fir zu untersuchenden biologi-
sches Material geboten, bei weiterleitenden Beschich-
tungen unterdriickt oder verhindert die Beschichtung das
Zusetzen der Strukturen mit biologischem Material
und/oder tragt zumindest dazu bei. Bei Fillungen kann
die Haftung der Fillung in den Kanalen gesichert oder
zumindest verbessert werden.

[0049] In einem vorteilhaften Glaselement sind die Mi-
krokanale mit einem Gel gefiillt. Dieses weist vorteilhaft
Poren auf. Je nach Wahl und/oder Ausgestaltung des
Gels kénnen die Poren unterschiedliche Durchmesser
haben, so dass sie biologisches Material unterschiedli-
cher GroRe aufnehmen und/oder weiterleiten kénnen.
[0050] Im Sinne der Erfindung geeignet sind insbeson-
dere Polyacrylamid-Gel und/oder Agarose-Gel. Agaro-
se-Gel weist Ublicherweise groRere Poren auf als Poly-
acrylamid-Gel und kann insbesondere fir die Analyse
von DNA und/oder gréReren Proteinen eingesetzt wer-
den. Polyacrylamid-Gel mitseineni.d.R. kleineren Poren
wird Ublicherweise fiir die Analyse von kleineren Protei-
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nen eingesetzt.

[0051] Das Gel, insbesondere die genannten Gele,
kénnen im Sinne der Erfindung als Tragergel in einem
Elektrophorese-Prozess eingesetzt werden, Ublicher-
weise auch Gelelektrophorese genannt. Mit dieser kén-
nen insbesondere verschiedene kleine Moleklile, insbe-
sondere DNA, RNA und Proteine, voneinander getrennt
und mit nachfolgenden Schritten analysiert werden. Im
vorliegenden Fall umfass der Begriff der Gelelektropho-
rese im Allgemeinen die Weiterleitung und/oder Bewe-
gung der zu untersuchenden Substanzen durch das Gel,
eine Auftrennung ist nicht zwangsweise erforderlich.
[0052] Die zu trennenden und/oder weiterzuleitenden
Molekiile bewegen sich dabei durch das Tragergel, das
sich vorteilhaft in den Mikrokanalen befindet. Die Bewe-
gung kann wie weiter beschrieben durch das Anlegen
eines elektrischen Felds unterstiitzt werden. Je nach
GrofRe und Ladung und/oder Starke des angelegte elek-
tromagnetischen Felds wandern die Molekile unter-
schiedlich weit und/oder schnell.

[0053] Bei der klassischen Elektrophorese bilden sie
ein charakteristisches Bandenmuster innerhalb des Mi-
krokanals. Die Molekile kénnen durch eine Farbung
sichtbar gemachtmachen, die charakteristische Farbung
eines Molekils kann dem Molekil zugeordnet und das
Molekiil so identifiziert werden.

[0054] Bei den erfindungsgemaflen Glaselementen,
insbesondere bei diinnen Glaselementen, ist es aber
daruber hinaus vorgesehen, dass das Gel und/oder al-
ternative Substanzen zur elektrophoretischen Weiterlei-
tung des zu untersuchenden Materials von der Unterseite
des Glaselements zur Oberseite des Glaselements
dient. Die Analytik erfolgt dann auf der Oberseite, z.B.
mittels Fluoreszenzspektroskopie oder durch DNA-Se-
quenzierung mittels Nanoporen. Dies sind Standardver-
fahren und werden hier nicht weiter im Detail aufgeflhrt.
[0055] Besonders vorteilhaft ist ein Glaselement, wo-
bei sich im Bereich der Kanalausgange oder am Boden
der Sacklécher zumindest ein DNA- oder RNA-sensitiver
Farbstoff befindet, insbesondere eine Mehrzahl von
Farbstoffen.

[0056] Wird DNA-und/oder RNA aus dem zu untersu-
chenden biologischen Material durch die Mikrokanale
transportiert, gelangt es zum Kanalausgang und/oder
zum Boden des Sacklochs, wenn die Mikrokanale als
solches ausgebildet sind. Dort kann DNA- oder RNA mit
einem DNA- oder RNA-sensitiven Farbstoff reagieren,
der dort angebracht ist. Die charakteristische Fluores-
zenz, insbesondere deren Wellenlange, weit dann das
Vorhandensein des entsprechenden DNA- oder RNA-
Strangs nach.

[0057] Mdogliche vorteilhafte Farbstoffe kdnnen bei-
spielsweise sein Ethidiumbromid, Propidium lodide, Kris-
tallviolet, 4',6-diamidino-2-phenylindole und/oder 7-ami-
noactinomycin D.

[0058] Eine vorteilhafte Ausgestaltung des Glasele-
ments sieht vor, dass sich im Bereich der Kanalausgange
oder am Boden der Sacklécher Molekiile zur Polymera-
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sekettenreaktion befinden werden, insbesondere DNA,
Primer, Nukleotide und/oder das Enzym DNA-Polyme-
rase. Diese Ausfiihrungsform ist besonders geeignet fir
die Einzelmolekiluntersuchung, bei der wie hierin be-
schrieben das zu untersuchende Material in den Mikro-
kanalen und/oder Sackléchern zunachst vervielfaltigt
wird. Es ist ersichtlich, dass sich die vorgenannten Mo-
lekiile insbesondere auch beim Einbringen des zu unter-
suchenden Materials in die Mikrokanale und/oder Sack-
I6cher in eben diese einbringen Iasst.

[0059] Diese Ausfiihrungsform hat insbesondere den
Vorteil, dass die Vervielfaltigung der Zellen und/oder
DNA und/oder RNA im zu untersuchenden Material in
den Mikrokanalen (einschlieBlich Sacklécher) in einem
sehr kleinen Volumen stattfindet. Dadurch kann die fir
die bendtigte Vervielfaltigung erforderliche Zeit reduziert
werden. Ebenso kann eine Untersuchung, einschlieRlich
ein Nachweis, des zu untersuchenden Materials in die-
sem kleinen Volumen erfolgen, was eine gute Auswert-
barkeit, insbesondere gute Signalqualitat zur Folge hat.
Insbesondere kénnen durch die erh6hte Genauigkeit sel-
tene Populationen identifiziert werden oder subtile Un-
terschiede zwischen Zellen erkannt werden. Neue Bio-
marker oder Signaturmolekile kénnen so identifiziert
werden. AuRerdem kann mit einer Untersuchung der ein-
zelnen Molekile bzw. Zellen in der Probe eine Aussage
Uber die Heterogenitat der Molekiile bzw. Zellen in der
Probe getroffen werden. Insbesondere kénnen individu-
elle Unterschiede zwischen Patienten sichtbar gemacht
werden, um personalisierte Behandlungsansatze zu ent-
wickeln, die auf den spezifischen Eigenschaften der Zel-
len bzw. Molekiile basieren. Insgesamt wird damit eine
rationelle und zuverlassige Untersuchung zur Verfligung
gestellt, die Anwendungspotentiale in der personalisier-
ten Medizin aufweist.

[0060] Das beschriebene Glaselement ist sozusagen
das Vorprodukt des erfindungsgemafen Systems, mit
welchem die ortsaufgeldste Diagnostik und/oder Einzel-
molekiildiagnostik oder Single-Cell Diagnostik durch-
fuhrbar ist. Das biologische Material kann wie beschrie-
ben in einem angeschlossenen Prozess auf dem Glas-
element oder z.B. mittels DNA-Sequenzierung analysiert
und/oder vervielfaltigt werden. So kann gleichzeitig das
Expressionsmuster von Genen und/oder Proteinen und
das Verteilungsmuster vDNA-Markern von einzelnen
Zellen bestimmt werden, wobei die Ortsinformation im
Zellverbands bzw. der Gewebeprobe erhalten bleibt.
[0061] Das System zur Untersuchung von biologi-
schem Material, insbesondere menschlichen oder tieri-
schen oder pflanzlichen Zellen und/oder Zellbestandtei-
len, insbesondere Proteinen undoder DNA und/oder
RNA, umfasst ein Glaselement mit einer Vielzahl von Mi-
krokanalen, insbesondere einem zuvor beschriebenen
Glaselement, wobei das Glaselement im Betriebszu-
stand zur Aufnahme und/oder Weiterleitung des biologi-
schen Materials in den oder durch die Mikrokanéle von
der Unterseite des Glaselements in den Bereich der
Oberseite des Glaselements dient, mit einer Auswerte-
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einrichtung, mit welcher im Betriebszustand das biologi-
sche Material untersuchbar ist. Die Auswerteeinrichtung
istim Sinne der Erfindung dem Glaselement zugeordnet
oder nachgeordnet.

[0062] Die Auswerteeinheit erfasst im Allgemeinen
das Vorhandensein von durch die Mikrokanale transpor-
tiertem und/oder in diesen vorhandenem biologischem
Material und/oder dessen Bestandteilen. Insbesondere
kann die Auswerteeinheit einen elektronischen Bildsen-
sor umfassen, der insbesondere in der Lage ist, die Ei-
genfluoreszenz der vorgenannten Farbstoffe aufzuneh-
men. Die Ausgestaltung der Mikrokanale als Sacklécher
ist damit ebenso umfasst.

[0063] Ein vorteilhaftes System sieht daher vor, dass
sich im Bereich des Kanalausgangs (22) und/oder im
Sackloch (25) , insbesondere an dessen Boden, zumin-
dest ein DNA oder RNA sensitiver Farbstoff befindet,
dessen Farbinformation durch die Auswerteeinrichtung
erfassbar ist, insbesondere ortsaufgeldst erfassbar.
[0064] Im Falle von DNA-Untersuchungen ist ein tbli-
cher DNA-bindender Farbstoff beispielsweise Ethidium-
bromid.

[0065] Vorteilhaft umfasst das System einen Proben-
trager, auf dem im Betriebszustand das zu untersuchen-
de biologische Material angebracht ist. Dies kann Ubli-
cherweise ein Probenplattchen oder Slide sein.

[0066] Besonders vorteilhaft ist ein System, wobei
dem Glaselement eine Transporteinrichtung zugeordnet
ist, mit welcher das biologische Material im Betriebszu-
stand in die Mikrokanale des Glaselements eingebracht
wird.

[0067] Die Transporteinrichtung istim Allgemeinen ei-
ne Einrichtung, die eine Kraft auf das zu untersuchende
biologische Material bewirkt, welche dessen Bewegung
und/oder Transportin die Mikrokanéle des Glaselements
hinein und in Richtung dessen gegeniberliegender
Oberflache zumindest unterstitzt.

[0068] Vorteilhaft ist ein System, wobei die Transpor-
teinrichtung eine Unterdruckeinheit umfasst, mit welcher
im Betriebszustand Unterdruck an die Ausgangsseite
des Glaselements angelegt wird und/oder eine Einrich-
tung, um ein Potentialgefélle tUber die Dicke des Glase-
lement zu erzeugen, so dass zu untersuchendes biolo-
gisches Material durch einen lonenfluss oder durch ein
elektrisches Feld in die Mikrokanale eingebracht
und/oder durch diese transportiert wird.

[0069] Da DNA aufgrund ihrer Phosphatreste grund-
satzlich negativ geladen ist, wandert sie in der Gelelek-
trophorese zur Anode. Auf der Oberseite eines vorteil-
haften Glaselements ist daher besonders vorteilhaft eine
Anode angebracht oder die Oberseite ist einer Anode
zugeordnet. Befindet sich auf der Unterseite oder in der
Nahe der Unterseite eine Kathode, entsteht durch das
Anlegen von Spannung ein elektrisches Feld und die An-
ionen wandern zur Anode und die Kationen wandern zur
Kathode.

[0070] Bei der DNA-Untersuchung ist es natirlich
moglich, die DNA-Abschnitte vorab und/oder in den Ka-
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nalen des Glaselements zu vervielfaltigen, insbesondere
mittels Polymerase-Kettenreaktion.

[0071] Je nach zu untersuchendem biologischen Ma-
terial ist es natirlich auch méglich und von der Erfindung
umfasst, die Anode auf der Unterseite des Glaselements
vorzusehen und die Kathode auf der Oberseite und/oder
jeweils diesen jeweils zuzuordnen. Andere Anordnungen
sind ebenso mdéglich und von der Erfindung umfasst. Bei-
spielsweise kann es auch ausreichend sein, dass das
Medium, in welchem sich das zu untersuchende biologi-
sche Material befindet, durch die Transporteinrichtung in
Bewegung gesetzt wird.

[0072] Ebenso vorteilhaft umfasst die Transportein-
richtung eine Rakeleinheit, mit welcher zu untersuchen-
des biologisches Material durch Verstreichen in die Mi-
krokanale, insbesondere die Sacklécher eingebracht
werden kann.

[0073] Ein vorteilhaftes System umfasst als Transpor-
teinrichtung ein mikrofluidisches System, das das zu un-
tersuchende biologische Material mittels fluider Stro-
mung in die Sacklécher und/oder Mikrokanale einbringt.
[0074] Besonders vorteilhaft wir das System so wei-
tergebildet, dass die Auswerteeinrichtung eine geschlos-
sene oder nanoporése Membran insbesondere aus ei-
nem Nichtleiter oder einem Halbleiter oder der Kombi-
nation aus nichtleitenden, leitenden und/oder halbleiten-
den Bestandteileninsbesondere Glas, Silizium, Graphen
und/oder Biomolekilen insbesondere Lipidmolekilen,
DNA-Origami Strukturen oder Transmembranproteine
auf der Ausgangsseite der Mikrokanale umfasst mit wel-
cher das biologische Material auf insbesondere die Se-
quenz oder das Bindungsverhalten oder die Grof3e oder
die optischen Eigenschaften insbesondere die Fluores-
zenz untersucht werden kann.

[0075] In einer alternative Ausgestaltung umfasst das
System eine Auswerteeinrichtung in Form einer ge-
schlossenen oder nanoporése Membran, insbesondere
aus einem Nichtleiter oder einem Halbleiter oder der
Kombination aus nichtleitenden, leitenden und/oder
halbleitenden Bestandteilen insbesondere Glas, Silizi-
um, Graphen und/oder Biomolekiilen insbesondere Li-
pidmolekilen oder Transmembranproteine, auf der
Oberseite der Mikrokanale. Mit dieser wird das zu unter-
suchende biologische Material auf insbesondere die Se-
quenz oder das Bindungsverhalten oder die Grof3e oder
die optischen Eigenschaften, insbesondere die Fluores-
zenz, untersucht.

[0076] Wie beschrieben konnen die Mikrokanale mit
einem Gel gefiillt sein, um insbesondere den Transport
zu unterstiitzen. Das Gel selbst kann einen Farbstoff ent-
halten, der an das zu untersuchende biologische Material
bindet. Im Falle von DNA-Untersuchungen einen DNA-
bindenden Farbstoff wie beispielsweise Ethidiumbromid.
Ebenso ist es mdglich, dass die Probe sich in einem Pro-
benpuffer befindet, der seinerseits einen Farbstoff ent-
halt, beispielsweise Kristallviolett. Alternativ kann das
Gel nach der Elektrophorese mit einem DNA-bindenden
Farbstoff gefarbt werden, beispielsweise mit Methylen-
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blau, Stains-all oder Ethidiumbromid. Bei Fluoreszenz-
farbstoffen wie Ethidiumbromid ist oftmals eine Beleuch-
tung des Agarosegels mit UV-Licht und ein UV-Filter an
der Fotokamera erforderlich. RNA-Untersuchungen sind
selbstverstandlich ebenso mdglich.

[0077] Ein vorteilhaftes System sieht vor, dass im Be-
triebszustand biologisches Material in Mikrokanalen
und/oder Sackléchern vervielfaltigt wird, oft digital PCR
genannt. Insbesondere sind im Bereich der Kanalaus-
gange oder am Boden der Sacklécher Molekiile zur Poly-
merasekettenreaktion vorhanden.

[0078] Wenn die Sacklécher Molekule zur Polymera-
sekettenreaktion (PCR) enthalten, kénnen in dem zu un-
tersuchenden Material enthaltene DNA- oder RNA-Mo-
lekule viervielfaltigt werden. Dazu gehéren beispielswei-
se DNA, Primer, Nukleotide und das Enzym DNA-Poly-
merase.

[0079] Aufgrund der temperaturstabilen Eigenschaf-
ten des Glaselements sind neben der Raumtemperatur-
PCR, die Ublicherweise bei bis zu 40°C durchgefiihrt
wird, die Standard-PCR mit bis zu knapp 100°C mdglich.
Bei diesen Temperaturen ist kein negativer Einfluss auf
die raumliche Information durch die thermische Ausdeh-
nung oder Verschiebung der Position der Sacklécher ge-
geneinander erwartbar, im Gegensatz zu Kunststoffen.
Des Weiteren hat die gute Warmeleitfahigkeit von Glas
im Vergleich zu Kunstoffen hat den Vorteil, dass sich die
Warme gleichmaRig im Glaselement verteilt und eine ho-
mogene PCR (iber die gesamte Probe gewahrleistet wer-
den kann. Des Weiteren hat Glas im Vergleich zu Kunst-
stoff den Vorteil einer niedrigen Eigenfluoreszenz, so
dass eine hohe Signalstarke im Vergleich zum Hinter-
grund erreicht wird.

[0080] Dawiebeschriebendie Ausgangsmatrixder Mi-
krokanale auf der Oberseite des Glaselements der Ein-
gangsmatrix der Mikrokanale auf der Unterseite des Gla-
selements zuordenbar ist, ist das beschriebene System
in der Lage, aus der Position eines Untersuchungser-
gebnisses auf der Oberseite auf die Position des Ein-
gangs des entsprechenden biologischen Materials auf
der Unterseite zu schlieRen. Dem Ort eines Mikrokanals
aufdem Glaselement ist sozusagen ein Ort der Herkunft
des biologischen Materials in der Probe zuordenbar. Da-
mitist das erfindungsgemaRe Glaselement und/oder das
erfindungsgemaRe System dazu in der Lage, eine orts-
aufgeldste Untersuchung von Proben von biologischem
Material zu erméglichen. Dies nennt man auch "Spatial
Biology" oder "Spatial Diagnostics".

[0081] Das beschriebene Glaselement lasst sich rati-
onell und in groRer Stiickzahl durch das im Folgenden
erlauterte erfindungsgemaRe Verfahren herstellen. Das
Verfahren umfasst die Verfahrensschritte

- Bereitstellen eines Ultrakurzpuls-Lasers,

- Bereitstellen eines Glaselement-Grundkérpers,

- ein gepulster Laserstrahl des Ultrakurzpulslasers
wird auf den Glaselement-Grundkdrper gerichtet,
wobei
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- die Wellenlange des Laserstrahls und das Material
des Glaselement-Grundkorpers so aufeinander ab-
gestimmt sind, dass das Werkstlick fur den Laser-
strahl im Wesentlichen transparent ist, und wobei

- der Laserstrahl zu einem in Strahlrichtung langge-
streckten Fokusbereich fokussiertwird, welcher min-
destens teilweise innerhalb des Glaselement-
Grundkorpers liegt, wobei

- die Intensitat des Laserstrahls und die Ausdehnung
des Fokus so groR sind, dass der Laserstrahl im
Werkstlick eine filamentférmige Schadigung hinter-
lasst, und wobei eine Vielzahl solcher filamentformi-
ger Schadigungen eingefiigt werden,

- Auféatzen der filamentférmigen Schadigungen zu Mi-
krokanalen.

[0082] Der Glaselement-Grundkorper kann im Allge-
meinen ein Glasplattchen der gewiinschten Dimensio-
nen sein. Ein gepulster Laserstrahl des Ultrakurzpulsla-
sers wird auf den Glaselement-Grundkdrper gerichtet,
wobei die Wellenlange des Laserstrahls und das Material
des Glaselement-Grundkoérpers so aufeinander abge-
stimmt sind, dass das Werkstuick fiir den Laserstrahl im
Wesentlichen transparent ist.

[0083] Der Laserstrahl wird zu einem in Strahlrichtung
langgestreckten Fokusbereich fokussiert, welcher min-
destens teilweise innerhalb des Glaselement-Grundkor-
pers liegt. Dazu kénnen verschiedene optische Aufbau-
ten verwendet werden, beispielsweise Bessel-Optiken
mit Verwendung eines Axikons, Optiken mit chromatai-
scher Aberration oder Optiken mit spharischer Aberrati-
on.

[0084] Die Intensitatdes Laserstrahls und die Ausdeh-
nung des Fokus werden so grof® eingestellt, dass der
Laserstrahl im Werkstlck eine filamentférmige Schadi-
gung hinterlasst, wobei eine Vielzahl solcher filamentfor-
miger Schadigungen eingefligt werden. Die filamentfor-
mig Schadigung reprasentiert sozusagen eine fadenfor-
mige Schadigung im Glas, die in einem darauffolgenden
Verfahrensschritt zu Mikrokanalen aufgeatz werden.
[0085] Die filamentférmige Schadigung entsteht durch
einen nichtlinearen optischen Effekt mit Selbstfokusie-
rung des Laserstrahls. Dazu sind ultrakurze Laserpulse
notwending, die im ps-Bereich liegen.

[0086] Ein vorteilhaftes Verfahren sieht vor, dass zur
Erzeugung einer filamentférmigen Schadigung eine Fol-
ge von Laserpulsen eingesetzt wird.

[0087] In diesem sogenannten Burst-Betriebsmodus
wird die Laserenergie nicht als Einzelpuls abgegeben,
sondern als Folge kurz hintereinander abgegebener Pul-
se, die gemeinsam ein Pulspaket, einen sogenannten
Burst, bilden. Ein solches Pulspaket weist typischerwei-
se eine etwas groRere Energie auf, als ein Einzelpuls im
Ublichen Single-Shot-Betrieb. Die Pulse eines Bursts
selbst beinhalten aber dafiir deutlich weniger Energie als
ein Einzelpuls. Hinsichtlich der Pulse innerhalb eines
Bursts kann vorgesehen sein, dass die Pulsenergien fle-
xibel einstellbar sind, insbesondere, dass die Pulsener-



15 EP 4 477 314 A2 16

gien entweder im Wesentlichen konstant bleiben oder
dass die Pulsenergien zunehmen oder dass die Pulse-
nergien abnehmen.

[0088] Eine geeignete Laserquelle kann beispielswei-
se ist ein Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-
Laser mit einer Wellenlange von 1064 Nanometern sein.
Die Laserquelle erzeugt beispielsweise einen Rohstrahl
mit einem (1/e2)-Durchmesser von 12 mm, als Optik
kann eine Bikonvex-Linse mit einer Brennweite von 16
mm zum Einsatz kommen. Zur Erzeugung des Roh-
strahls kann ggf. eine geeignete strahlformende Optik,
wie beispielsweise ein Galilei-Teleskop zum Einsatz
kommen.

[0089] Die Laserquelle kann insbesondere mit einer
Repetitionsrate arbeiten, welche zwischen 1 kHz und
1000 kHz, vorzugsweise zwischen 2 kHz und 100 kHz,
besonders bevorzugt zwischen 3 kHz und 200 kHz.
[0090] Die Repetitionsrate und/oder die Scange-
schwindigkeit kann dabei so gewahlt werden, dass der
gewinschte Abstand benachbarter filamentférmiger
Schéadigungen erreicht wird.

[0091] Die geeignete Pulsdauer eines Laserpulses
kanninsbesondere in einem Bereich von weniger als 100
Pikosekunden, vorteilhaft bei weniger als 20 Pikosekun-
den liegen.

[0092] Die typische Leistung der Laserquelle liegt da-
bei besonders giinstig in einem Bereich von 20 bis 300
Watt. Die Laserenergie liegt im Wesentlichen unterhalb
der Ablationsenergie des Substrats. Um die filamentfor-
migen Schadigungen zu erzielen, wird gemaR einer vor-
teilhaften Weiterbildung der Erfindung eine Pulsenergie
im Burst von mehr als 400 Mikrojoule eingesetzt, ferner
vorteilhaft eine gesamte Burstenergie von mehr als 500
Mikrojoule.

[0093] Beim Betrieb des Ultrakurzpuls-Lasers im
Burst-Modus ist die Repetitionsrate die Wiederholrate
der Abgabe von Bursts. Die Pulsdauer ist im Wesentli-
chen unabhangig davon, ob ein Laser im Einzelpulsbe-
trieb oder im Burst-Mode betrieben wird. Die Pulse in-
nerhalb eines Bursts weisen typischerweise eine ahnli-
che Pulslange auf, wie ein Puls im Einzelpulsbetrieb. Die
Burstfrequenz kann im Bereich von 15 MHz bis 90 MHz
liegen, bevorzugt im Bereich von 20 MHz bis 85 MHz
liegen und betragt beispielsweise 50 MHz und die Anzahl
der Pulse im Burst kann zwischen 1 und 10 Pulsen, z.B.
6 Pulsen liegen.

[0094] Vorteilhaft ist ein Verfahren, wobei der lange-
streckte Fokusbereich einen Bereich mit hochster Ener-
gie und einen daran anschlieRenden aufgeweiteten An-
teil umfasst, wobei der langestreckte Fokusbereich so
platziert wird, dass der aufgeweitete Anteil in einem
Oberflachenbereich des Glaselement-Grundkorpers
liegt.

[0095] Aufdiese Weise lassen sich besonders vorteil-
haft die sich verjiingenden Mikrokanale erzeugt werden.
Die filamentférmige Vorschadigung wird sozusagen mit
einem Schadigungsbereich erzeugt, der im nachfolgen-
den Atzschritt die Aufweitung am Kanaleingang zur Folge
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hat.

[0096] Ein besonders vorteilhaftes Verfahren beinhal-
tet, dass die filamentférmigen Schadigungen zumindest
eine Oberflache des Glaselement-Grundkdrpers nicht
erreichen und die Offnung zu dieser Oberflache durch
den nachfolgenden Atzschritt erfolgt.

[0097] Dies kann ebenfalls durch die Wahl der Fokus-
lage und damit der Intensitat des Laserstrahls erreicht
werden. Es wird vermutet, da es sich beim Erzeugen der
filamentférmigen Schadigung um einen nichtlinearen Ef-
fekt handelt, dass eine lokale Strahlintensitat erreicht
werden muss, um Uberhaupt die Schadigung im Glas zu
erzeugen. Dies bedeutet, das bei Unterschreiten dieser
kritischen Schwelle de facto keine Schadigung oder zu-
mindest keine ausreichende Schadigung im Glas vor-
liegt, um ein filament zu bilden. Erst der nachfolgende
Atzprozess weitet die filamentférmigen Schadigungen
auf und erzeugt sozusagen den Durchbruch durch die
betreffende Oberflache des Glaselement-Grundkorpers.
Die Erfinder haben erkannt, dass sich die Matrix der Ka-
nalausgange der Mikrokanale dadurch besonders genau
herstellen Iasst. Besonders genau heif3tin diesem Sinne,
dass die Varianz der Durchmesser der Kanalausgange
gering ist und/oder héchstens eine geringe Abweichung
vom idealen kreisrunden Durchmesser eines Kanalaus-
gangs auftritt.

[0098] Der Mittelpunkt eines Kanaleingangs kann im
einfachsten Fall Gberhalb des Mittelpunkts eines Kanal-
ausgangs liegen. Der Mikrokanal tritt dann sozusagen
senkrecht durch das Glaselement. Es ist aber auch még-
lich, dass die Mittelpunkte von Kanaleingdngen und Ka-
nalausgangen gegeneinander versetzt sind, so dass der
Mikrokanal einem Winkel durch das Glaselement tritt,
der von der Orthogonalen durch die Glaselementflache
abweicht. Insbesondere geeignet sind Winkel von bis zu
etwa 10° von dieser Orthogonalen, d.h Winkel in eine,
Bereich von 0,1° bis 10°. Insbesondere ist es mdglich,
dass die Durchtrittswinkel der Mikrokanale nicht tberall
im Glaselement die gleichen sind. Die lokale Einstellung
der Durchtrittswinkel erlaubt es, die Kanalmatrix des Gla-
selements den Bedlrfnisses anzupassen.

[0099] Fdr die Lager der Aufweitung der Kanal6ffnung
ist im Wesentlichen die Fokuslage verantwortlich. Wie
beschrieben weitet der nachfolgende Atzprozess die
Schadigung im Glasmaterial auf. Je gréfRer der Schadi-
gungsbereich ist, desto groRer ist auch die Aufweitung.
[0100] Um die Eigenschaften der Aufweitung des Ka-
naleingangs einzustellen wird die Form des langge-
streckten Fokus ausgenutzt. Dieser ist namlich so aus-
gestaltet, dass sich entlang der Strahlachse betrachtet
an einen Bereich mit héchster Energie ein aufgeweiteter
Bereich anschlief3t. Derlangestreckte Fokusbereich wird
so platziert, dass der aufgeweitete Anteil in einem Ober-
flachenbereich des Glaselement-Grundkorpers liegt.
[0101] Dieser wird beim spateren Atzen zum aufge-
weiteten Kanaleingang, insbesondere mit trichterférmi-
ger Aufweitung. Der Atzschritt wird vorteilhaft so ausge-
fUhrt wird, dass die Mikrokanéle zumindest im Bereich
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des Kanaleingang einen Durchmesser von 5 um bis 200
pm aufweisen, bevorzugt von 7 pm bis 130 wm, beson-
ders bevorzugt von 10 pm bis 100 pwm.

[0102] Eine Variante des Verfahrens sie vor, dass fi-
lamentférmige Schadigungen zumindest eine Oberfla-
che des Glaselement-Grundkdrpers nicht erreichen und
die Offnung zu dieser Oberfléche durch den nachfolgen-
den Atzschritt erfolgt.

[0103] Dies liegtdarin begriindet, dass es von gro3em
Interesse ist, auch eine moglichst genau Geometrie des
Kanalausgangs bereit zu stellen, der insbesondere in ei-
nem zylinderférmigen Bereichs des Mikrokanals liegen
kann. Um die Geometrie des Kanalausgangs einzustel-
len hat es sich gezeigt, dass sich die filamentférmige
Schéadigung vorteilhafter Weise nicht durch die Oberfla-
che des Glaselements hindurchtreten sollte, auf der sich
der Kanalausgang befindet. Die filamentférmige Schadi-
gung endet dann sozusagen unterhalb dieser Oberfla-
che. Auch dies wird durch die entsprechende Fokuslage
eingestellt. Die Offnung des Mikrokanals, d.h. der Kanal-
ausgang, wird in diesem Fall durch den nachfolgenden
Atzschritt erzeugt.

[0104] Die Oberflaiche des Glaselements-Grundkor-
pers kann mit Schleifen und Polieren behandelt werden,
insbesondere vor und/oder nach dem Atzen. Als beson-
ders vorteilhaft hat sich das Schleifen und Polieren nach
dem Atzschritt erwiesen, da damit besonders ebene
Oberflachen auch um den Kanaleingang und/oder Ka-
nalausgang erzielen lassen.

[0105] In einem vorteilhaften Verfahren werden durch
das Atzen halbkugelférmige kalottenférmige Einpres-
sungen Vertiefungen an der Kanalinnenwand einge-
bracht.

[0106] Dies erfolgtinsbesondere dann, wenn ein lang-
samer Atzprozess durchgefiihrt wird, insbesondere mit
eiber Atzrate von kleiner als 15 um pro Stunde vorgese-
hen.

[0107] Es wird vermutet, dass die kalottenférmigen
Vertiefungen durch Strukturen verursacht werden, die
beim Einfiigen der filamentférmigen Schadigungen auf-
treten. Als Atzmedium ist eine fliissige Atzlésung beson-
ders vorteilhaft. Das Atzen wird geméaR dieser Ausfiih-
rungsform also nasschemisch durchgefiihrt. Dies kann
ebenfalls giinstig sein, um wahrend des Atzens Glasbe-
standteile von der Oberflache zu entfernen.

[0108] Als Atzldsungen kénnen sowohl saure, als auch
alkalische Lésungen verwendet werden. Als saure Atz-
medien sind insbesondere HF, HCI, H2SO4 , Amonium-
bifluorid, HNO3-L&sungen oder Mischungen aus diesen
S&uren geeignet. Fiir basische Atzmedien kommen be-
vorzugt KOH- oder NaOH-Laugen in Betracht. Mit sauren
Atzldsungen lassen sich typischerweise groRere Ab-
tragsraten erzielen. Basische Losungen werden aber be-
vorzugt, zumal ohnehin nur ein langsamer Abtrag ange-
strebt wird.

[0109] Das Atzen wird vorteilhaft in einem Tempera-
turbereich von 40 °C bis 150 °C, insbesondere vorteilhaft
von 50° bis 120 °C durchgefiihrt. Allgemein eignen sich
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fur die erfindungsgemaRe Strukturierung silikatische
Glaser mit niedrigem Alkaligehalt besonders. Zu hohe
Alkaligehalte erschweren das Atzen. GemaR einer Wei-
terbildung der Erfindung ist daher vorgesehen, dass das
Glas des Glaselements ein Silikatglas mit einem Gehalt
von Alkalioxiden kleiner als 17 Gewichtsprozent ist.
[0110] Das beschriebene Glaselement mit den Mikro-
kanalen kann vorteilhaft zur Untersuchung von biologi-
schem Material, insbesondere menschlichen oder tieri-
schen oder pflanzlichen Zellen und/oder Zellbestandtei-
len, insbesondere Proteinen und/oder DNA verwendet
werden.

[0111] Alternativ zur ortsaufgel6sten Diagnostik kann
das Glaselement aufgrund seiner hohen Anzahl an Sack-
I6chern zur Einzelmolekildiagnostik oder Single-Cell Di-
agnostik eingesetzt werden. Dabei wird eine insbeson-
dere flissige Probe in die Sacklécher eingebracht, z.B.
durch Verstreichen Uber einen Rakelprozesss oder iber
die oben genannten Prozesse. Dadurch gelangen - je
nach Wahl der Konzentration - keine oder nur wenige
bzw. genau ein einzelnes zu untersuchendes Molekiil
oder Zelle in ein Sackloch. Nun kann gezielt eine Ver-
mehrung der zu untersuchenden Molekile und/oder Zel-
leninden einzelnen Sackldchern vorgenommen werden,
um anschlieRend eine Analyse, insbesondere eine Flu-
oreszenzanalyse, durchzufiihren.

[0112] Eine besonders vorteilhafte Ausfiihrungsform
sieht vor, dass in Kombination mit einer mikrofluidischen
Zelle, die die einzelnen Sacklocher oder Gruppen von
[0113] Sacklochern gezielt ansteuern kann, spezifi-
sche Tests fiir jedes dieser Sacklécher bzw. der Sack-
lochgruppe durchgefiihrt werden. Dies ist besonders fir
die medizinische Diagnostik von Vorteil, um die Hetero-
genitat einer Probe zu bestimmen oder viele Verschie-
dene Tests auf kleinem Raum durchzufiihren (High-Plex
diagnostics).

[0114] Die Erfindung wird im Folgenden anhand der
Figuren naher erlautert. Die Figuren und die zugehdrigen
Ausfihrungen reprasentieren Beispiele, die Erfindungist
nicht auf diese beschrankt. In den Figuren bezeichnen
gleiche Bezugszeichen jeweils gleiche oder entspre-
chende Elemente. In einer Figur gezeigte Bezugszei-
chen kdénnen auch fir andere Figuren gelten, auch wenn
sie nicht dargestellt sind. Die Figuren zeigen schemati-
sche Ausflhrungsbeispiele, die Proportionen missen
nicht mit den Proportionen oder Abmessungen der erfin-
dungsgemalen Gegenstande Ubereinstimmen. Es zei-
gen:

Fig. 1a bis 1d: Verschiedene Ausfiihrungsformen
von Glaselementen mit aufgeweiteten Mikrokanalen
im Schnitt.

Fig. 2: Den Schnitt durch einen Ausschnitt eines Gla-
selements mit aufgeweiteten Mikrokanalen.

Fig. 3: Die elektronenmikroskopische Aufnahme ei-
ner Wandung eines Mikrokanals.
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Fig. 4a und Fig. 4b: Die Aufsicht auf die Ober- und
Unterseite von Glaselementen.

Fig. 5: Die mikroskopische Aufnahme eines Schnitts
durch ein Glaselement.

Fig. 6: Ein System zur ortsaugelésten Untersuchung
von biologischem Material.

Fig. 7: Die Belegung von Farbstoffen auf der Ober-
seite eines Glaselements.

Fig. 8: Die Belegung von Farbstoffen in Sackléchern
eines Glaselements

Fig. 9: Eine Vorrichtung zur Laserbearbeitung der
Glaselemente als Vorbereitung fiir ein nachfolgen-
des Atzen.

[0115] Fig. 1a zeigt eine Ausfiihrungsform eines Gla-
selements (1) mit einer Vielzahl von Mikrokanalen (2). In
diesem Ausfiihrungsbeispiel verbinden die Mikrokanale
die Oberseite (O) des Glaselements mit dessen Unter-
seite (U) und treten durch diese hindurch. Wie zuvor be-
schrieben ist die Unterseite in der Regel diejenige Ober-
flache bzw. Seite des Glaselements, welche der Probe
abgewandt ist oder auf welcher die Analytik stattfindet.
Die Unterseite istin der Regel Oberflache bzw. Seite des
Glaselements, welche der Probe und damit dem zu un-
tersuchenden biologischen Material zugewandt ist. Im
Bereich der Unterseite (U) befindet sich in der Termino-
logie dieser Beschreibung der Kanaleingang (21) und im
Bereich der Oberseite (O) der Kanalausgang (22).
[0116] In diesem Beispiel der Fig. 1a verjingen sich
die Mikrokanale in Richtung von der Unterseite (U) zur
Oberseite (O), in diesem Beispiel kontinuierlich. Allge-
mein wird die zumindest bereichsweise Aufweitung in
dieser Beschreibung trichterférmig genannt. In dem ge-
zeigten Beispiel erfolgt die Verjlingung kontinuierlich.
Das Profil der Mikrokanale (2) kann hier auch kegel-
stumpfférmig genannt werden. Der Bereich der Verjin-
gung erstreckt sich hier Giber die gesamte Dicke (s) des
Glaselements.

[0117] Die Dicke oder Materialstarke (s) des Glasele-
ments nach dessen Prozessierung kann wie beschrie-
ben insbesondere von 0,1 mm bis 3 mm betragen. Das
gezeigte Glaselement (1) weist im Wesentlichen planpa-
rallele Oberflachen (O) und (U) auf. Gleiches gilt tbli-
cherweise fiir die Seitenflachen. Das Glaselement (1) ist
vorteilhaft ein Slide.

[0118] In Fig. 1b wird ein dhnliches Ausfiihrungsbei-
spiel dargestellt, in dem die Verjiingung der Mikrokanale
starker ausgepragt ist. Die Verjlingung in Richtung der
Oberseite (O) und/oder die zumindest bereichsweise
trichterformige Ausbildung der Mikrokanale (2) fihrt im
Sinne der Erfindung dazu, dass der Durchmesser (dU)
des Kanaleingangs (21) an der Unterseite (U) groRer ist
als der Durchmesser (dO) des Kanalausgangs (22) an
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der Oberseite (O) des Glaselements (1).

[0119] Fig. 1c zeigt eine weitere Ausflihrungsform, in
welcher sich das Profil der Mikrokanéle aus einem sich
verjiingenden, kegelstumpfformigen Bereich im Bereich
der Unterseite (U) und einem zylinderférmigen Bereich
im Bereich der Oberseite (O) zusammensetzt. Die Ge-
samtform kann ebenfalls trichterférmig genannt werden.
Der Mittelpunkt der Kanalausgange (22) bestimmt wie
zuvor beschrieben den Pitch (P). Ein mdglichst geringer
Pitch wird angestrebt, weil mit geringerem Pitch die Mi-
krokanaldichte zunimmt. Der Pitch kann wie beschrieben
von 3 bis 70 um betragen. Wie in diesem Beispiel gezeiht
liegt der Mittelpunkt des Kanaleingangs (21) im Wesent-
lichen Uber dem Mittelpunkt des Kanalausgangs (22).
D.h., beide Mittelpunkte liegenim Wesentlichen auf einer
Achse, die senkrecht durch die Oberflachen (O) und (U)
des Glaselements tritt.

[0120] Fig. 1d zeigt eine Ausfiihrungsform, bei der sich
Mikrokanale (2) sowohl von der Unterseite (U) als auch
von der Oberseite (O) in Richtung des Bulks des Glas-
metarial verjingen. In der hier beispielhaft gezeigten
Form ergibt sich daraus eine Sanduhr- oder X-form. Die-
se ist hier im Prinzip aus zwei umgekehrt aufeinander-
gesetzten Kegelstimpfen zusammengesetzt, die sich an
ihren Schmalseiten berthren.

[0121] Fig. 2 zeigt einen Ausschnitt aus einem Glase-
lement (1) nach Fig. 1b. Eingezeichnet ist der Offnungs-
winkel o, welcher als Winkel zwischen den Kanalwanden
eines aufgeweiteten Bereichs eines Mikrokanals (2) auf-
zufassen ist. Vorteilhaft betragt der Offnungswinkel a. von
0,1° bis 30°, besonders vorteilhaft von 2° bis 18°, wobei
die Ober- und Untergrenzen in den Intervallen nattrlich
als vertauschbar aufzufassen sind.

[0122] Wie zuvor ausflhrlich erlautert erméglichen es
die sich verjingenden Mikrokanale dem Zielkonflikt zu
I6sen, dass einerseits ein mdglichst geringer Pitch an-
gestrebt wird, um die Auflésung der Untersuchung zu
erhdhen sowie eine hohe Nachweisempfindlichkeit und
somit ein grolRer Durchmesser des Kanaleingangs an-
gestrebt wird, aber andererseits die mechanische Stabi-
litdt des Glaselements sichergestellt werden muss, um
rationell anwendbar zu sein. In dem nicht verjiingten Be-
reich bleibt insbesondere so viel Material stehen, dass
die mechanische Stabilitat sichergestellt bleibt.

[0123] Fig. 3 zeigt die elektronenmikroskopische Auf-
nahme der Wandung eines Mikrokanals (2) eines erfin-
dungsgemalen von den Erfindern hergestellten Glase-
lements (1), und zwar im Ausschnitt eines Bereichs (40)
eines Mikrokanals wie in Fig. 1c gezeigt. Die Querab-
messung, beziehungsweise der Durchmesser des Ka-
nals (2) liegt wie bereits gesagt hier kleiner als 200 Mi-
krometer, in diesem Beispiel etwa 14 Mikrometer. Ohne
Beschrankung auf die hier beschriebenen Beispiele wird
ein Durchmesser bevorzugt, der im Bereich von 5 Mikro-
metern bis 200 Mikrometern liegt.

[0124] Gut sichtbar sind die kalottenférmigen bezie-
hungsweise abgerundeten, kappenférmigen Vertiefun-
gen (7), die durch das Atzen der filamentférmigen Scha-
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digung entstehen, die durch den Ultrakurzpuls-Laser-
strahl in das Glaselement eingebracht werden. Die Tiefe
der kalottenférmigen Vertiefungen (7) ist typischerweise
kleiner als 5 um, bei Querabmessungen von typischer-
weise 5 bis 20 um.

[0125] Durch den Atzprozess der filamentférmigen
Schéadigungn grenzen die kalottenférmigen Vertiefungen
(7) aneinander an, wobei die aneinander stolenden kon-
kaven Rundungen der Vertiefungen (7) Grate (70) aus-
bilden. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Grate (70) in
Aufsichtaufdie Vertiefungen (7) gesehen polygonale Be-
grenzungslinien (71) der Vertiefungen (7) bilden. Dabei
ist die mittlere Anzahl der Ecken (72) der Begrenzungs-
linien (71) der Vertiefungen (7) vorzugsweise auch klei-
ner als acht, vorzugsweise kleiner als sieben. Letzteres
Merkmal ergibt sich dann, wenn die von den meisten
kalottenférmigen Vertiefungen eingenommenen Gebiete
im mathematischen Sinne konvex sind.

[0126] Die Grate (70) des in Fig. 3 gezeigten Kanals 2
sind sehr schmal, es gibt keine erkennbaren Bereiche,
in denen die konkaven Wélbungen der Vertiefungen (7)
Uber einen konvex gewdlbten Bereich am Grat (70) in-
einander ubergehen. Die Struktur der Kanale (2) kann
daher gemal einer Weiterbildung der Erfindung auch so
beschrieben werden, dass der Flachenanteil konvex ge-
formter Bereiche in einem Kanal (2) kleiner als 5%, vor-
zugsweise kleiner als 2% ist.

[0127] Fig. 4a stellt schematisch eine Aufsicht auf die
Oberseite (O) und die Unterseite (U) eines Glaselements
(1). Die Durchmesser von Kanaleingangen (21) und Ka-
nalausgangen (22) sind im Wesentlichen gleich. Ein sol-
ches Muster ist beispielsweise bei einer Ausfiihrungs-
form geman fig. 1d zu erwarten.

[0128] Fig. 4b zeigt eine analoge Aufsicht, die Durch-
messer von Kanaleingdngen (21) sind jedoch kleiner als
die von Kanalausgangen (22). Ein solches Muster ist bei-
spielsweise bei einer Ausfiihrungsform gemaR den Fig.
1a bis 1c.

[0129] Wie in den Fig. 4a bis 4b gezeigt bilden die Ka-
naleingange und -ausgange eine Matrix. Weil die Posi-
tion eines Kanaleingangs einer Position eines Kanalaus-
gangs zugeordnet ist, kann bei Kenntnis der Lage des
Kanalausgangs eine ortsaufgeldste Bestimmung eines
Ereignisses, beispielsweise das Vorliegen von DNA oder
bestimmten biologischen Materials, auf der Seite des Ka-
naleingangs und damit auf der Probenseite erfolgen.
[0130] In Fig. 5 ist die durch ein optischen Mikroskop
aufgenommene Fotografie des Schnitts durch ein von
dem Erfindern hergestelltes Glaselement (1) abgebildet,
welches im Wesentlichen der Ausfiihrungsform nach Fig.
1c¢ entspricht. An einen trichterférmig aufgeweiteten Be-
reich schlielt sich ein zylinderférmiger Bereich der des
Mikrokanals (2) an. Die Durchmesser des Kanalein-
gangs (21) and der Unterseite des Glaselement (1) ist
groRer als der Durchmesser des Kanalausgangs (22) an
der Oberseite. In dem vorliegenden Ausfiihrungsbeispiel
wurde das SCHOTT Glas D263 verwendet. Die Erfin-
dung ist nicht auf bestimmte Glassorten beschrankt. An-
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dere Ausfiuihrungsbeispielen wurden mit Borosilikatgla-
sern und/oder alkalifreien Glasern hergestellt. Insbeson-
dere Borosilikatglaser werden aufgrund ihrer chemi-
schen Bestandigkeiten im Laborbereich haufig einge-
setzt. Wie schon beschrieben sind insbesondere solche
Glaser vorteilhaft, die eine geringe Eigenfluoreszenz im
sichtbaren Bereich des Spektrums aufweisen.

[0131] Fig. 6 zeigtein exemplarisches System (10) zur
ortsaufgeldsten Bestimmung von biologischem Material
(60). Das zu untersuchende biologische Material befin-
det sich hier auf einem Probentrager (62). Das Glasele-
ment (1) mit den beschriebenen Mikrokanalen (2) befin-
det sich in Kontakt mit dem biologischen Material (60).
Es ist natirlich ebenso moglich, dass das Glaselement
(2) in Kontakt mit dem biologischen Material gebracht
wird, ohne dass dieses auf einem Trager prapariert wird.
Beispielsweise kann das Glaselement direkt in Kontakt
mit zum Beispiel Gewebe oder einer Zellkultur gebracht
werden.

[0132] In den Mikrokanélen (2) kann sich ein Gel be-
finden, insbesondere ein beschriebenes Gel. Dieses in
der Fig. 6 nicht dargestellt. Auf der Oberseite des Glas-
elements (1) istzumindest ein DNA- oder RNA-sensitiver
Farbstoff (610) im Bereich des Kanalausgangs (22) an-
gebracht. Wird biologisches Material (60) insbesondere
mit Hilfe des Gels durch die Mikrokanale (2) geleitet, ge-
langt es auf der Oberseite in Kontakt mit den Farbstoffen
(610). Die typische Farbung des Farbstoffs kann dann
auf das Vorhandensein oder je nach Farbstoff das Vor-
liegen eines bestimmten DNA-Strangs hinweisen. Wie
beschrieben werden die Farbstoffe Gblicherweise mit An-
regungslicht bestrahlt und dann die typische Fluorszenz
des Farbstoffs mit Hilfe einer Auswerteeinrichtung ge-
messen. Die Auswerteeinrichtung ist in dieser Figur aus
Ubersichtsgriinden nicht dargestellt. Wie ebenfalls be-
schrieben kann dies insbesondere eine elektronische
Kamera sein.

[0133] Vorteilhaft kbnnen an verschiedenen Kanal-
ausgangen (22) verschiedene Farbstoffe (610) ange-
bracht sein. Bei der Analyse von biologischem Material
kénnen dann verschiedene DNAs bzw. DNA-Strange
identifiziert werden.

[0134] InderAufsichtergibtsichin dem gezeigten Sys-
tem (10) ein Muster, aus dem ortsaufgeldst auf das Vor-
handensein bestimmten biologischen Materials, insbe-
sondere DNA, geschlossen werden kann. Alle fir DNA
getroffenen Aussagen gelten analog fiir RNA.

[0135] Der Transport von biologischem Material (60)
in bzw. durch die Mikrokanale (2) kann durch das Vor-
handensein einer Transporteinrichtung (65) unterstitzt
werden. Im Beispiel der Fig. 6 ist dies eine Einrichtung,
die allgemein ein elektrisches Potential zum Transport
des biologischen Materials nutzt. Gezeigt ist eine Kon-
densatoreinrichtung, bei welcher eine Spannungsquelle
(V) mitden Elektroden (651, 652) verbundenist. Die Elek-
troden sind in diesem Beispiel auf der Unterseite des
Probentragers (62) und auf einer nichtleitenden Platte
(653), insbesondere Glasplatte oder Kunststofff, ange-
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ordnet. Die Elektroden bilden somit einen Plattenkon-
densator, zwischen dessen Platten sich das biologische
Material (62) und das Glaselement (1) befinden. Bei An-
legen von Spannung wird ein elektrisches Feld erzeugt,
welches das biologische Material und/oder dessen um-
gebendes Medium in Richtung einer Elektrode (651) ge-
zogen oder gedriickt wird.

[0136] Die elektrisch nicht leidende Platte (653) kann
auch als Abschluss fir die Mikrokanéle (2) dienen, wenn
sie in Kontakt mit der Oberseite (O) des Glaselements
gebracht wird. Dann entsteht sozusagen ein Sackloch
und der Farbstoff wird durch das nachriickende biologi-
sche Material nichtvon der Oberflache des Glaselements
entfernt.

[0137] Die Elektroden (651, 652) kdénnen rationell
durch Beschichtung aufgebracht werden, insbesondere
durch Sputtern.

[0138] Andere Konfigurationen sind ebenfalls mdglich
und von der Erfindung umfasst. Insbesondere ist es auch
moglich, statt der elektromotorischen Kraft zum Trans-
port des biologischen Materials Druck und/oder Unter-
druck zu verwenden.

[0139] Fig. 7 zeigt die Aufsicht auf ein mit auf der Ober-
seite (O) mit sensitiven Farbstoffen (610, 611, 612, 613,
614) versehenes Glaselement (1), insbesondere in ei-
nem System nach Fig. 6. Das dargestellte Muster zeigt
schematisch ein mégliches Untersuchungsergebnis.
[0140] Fig. 8 stellt zur Deutlichkeit noch einmal die
Ausfiihrungsform eines Glaselements mit Mikrokanalen
(2) ausgebildet als Sackloch (25) dar. Am Boden der
Sacklécher sind die vorgenannten Farbstoffe (610, 611)
angebracht. Die Elektrode (651) einer elektrischen
Transporteinrichtung (65) kann einfach als auf der Ober-
flache des Glaselements aufgebracht sein. Damit der
Nachweis Farbstoff-Fluoreszenz durch den uber dem
Boden des Sacklochs befindlichen Glasmaterial méglich
ist, handelt es sich in diesem Fall insbesondere um eine
transparente Elektrode, die beispielsweise als ITO-Be-
schichtung dargestellt werden kann. Alternativ ist es
auch mdglich, die Elektrode als Raster und/oder Gitter
auszubilden, insbesondere mit Leerstellen iber dem Bo-
den der entsprechenden Sacklocher (25).

[0141] InFig. 9istein Ausfihrungsbeispiel fir eine La-
serbearbeitungsvorrichtung (20) gezeigt, mit welcher in
ein Glaselement-Grundkdorper (1) filamentférmige Scha-
digungen (32) eingefiigt werden kénnen, um nachfol-
gend in einem Atzprozess Mikrokanale an den Stellen
derfilamentférmigen Schadigungen (32) einzufligen. Die
Vorrichtung (20) umfasst einen Ultrakurzpulslaser (300)
mit vorgeschalteter Fokussierungsoptik (230) und eine
Positioniereinrichtung (170). Mit der Positioniereinrich-
tung (170) kann der Auftreffpunkt (73) des Laserstrahls
(270) des Ultrakurzpulslasers (300) auf der Oberflache
(O) eines zu bearbeitenden plattenférmigen Glasele-
ments (1) lateral positioniert werden. Bei dem dargestell-
ten Beispiel umfasst die Positioniereinrichtung (170) ei-
nen x-y-Tisch, auf dem das Glaselement (1) auf der Un-
terseite (U) aufliegt. Alternativ oder zuséatzlich méglich
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ist aber auch, die Optik beweglich auszubilden, um den
Laserstrahl (270) zu bewegen, so dass der Auftreffpunkt
(32) des Laserstrahls (270) bei festgehaltenem Glasele-
ment (1) bewegbar ist.

[0142] Fig. 10a und Fig 10b zeigen schematisch den
Einfluss der Struktur der Mikrokana!wande. Wahrend in
Fig. 10a eine glatte Kanalwand dargestellt wird, istin Fig.
10b eine strukturierte Kanalwand gezeigt, die eine Rau-
igkeit Ra aufweist. Die Kanalwande weisen einen Off-
nungswinkel auf. Die Struktur kann die Form der kalot-
tenférmigen Vertiefungen haben. EOF bezeichnet den
elektroosmotischen Flusses. Der elektroosmotische
Fluss ist wie geschrieben eine durch Ladungen induzier-
te Bewegung von Flussigkeiten entlang einer polaren
Oberflache in einem elektrischen Feld. Eine gréRere
Rauigkeit der polaren Oberflache entsprechend Fig. 10b
fuhrtzu einer Verringerung der Geschwindigkeitdes EOF
und eventuellen Umkehr der Bewegungsrichtung des po-
laren biologischen Materials im Glaselement im Ver-
gleich zu einer Oberflache mit geringerer Rauigkeit ent-
sprechend Fig. 10a.

[0143] Die Fokussierungsoptik (230) fokussiert den
Laserstrahl (270) nun zu einem in Strahlrichtung, also
dementsprechend quer, insbesondere senkrecht zur be-
strahlten Oberflache (O) langgezogenen Fokus. Ein sol-
cher Fokus kann beispielsweise mit einer kegelférmigen
Linse (ein sogenanntes Axikon) oder einer Linse mit gro-
Rer spharischer Aberration und/oder groRer chromati-
scher Aberration erzeugt werden. Die Steuerung der Po-
sitioniereinrichtung (170) und des Ultrakurzpulslasers
(300) wird vorzugsweise mittels einer programmtech-
nisch eingerichteten Recheneinrichtung (150) durchge-
fuhrt. Auf diese Weise lassen sich vorbestimmte Muster
von lateral entlang der Oberflache (O) verteilten filament-
férmigen Schadigungen (32) erzeugen, dies insbeson-
dere durch Einlesen von Positionsdaten, vorzugsweise
aus einer Datei oder Uber ein Netzwerk. Durch die Lage
des Fokus kann die Form der filamentférmigen Schadi-
gungen (32) so eingestellt werden, dass eine lokale Auf-
weitung der durch das spétere Atzen erzeugten Mikro-
kanale (2) resultiert.

[0144] GemaR einem Ausfiihrungsbeispiel kdnnen fol-
gende Parameter fiir den Laserstrahl verwendet werden:
Die Wellenlange des Laserstrahls betragt 1064nm, ty-
pisch fir einen YAG-Laser. Es wird ein Laserstrahl mit
einem Rohstrahldurchmesser von 12 mm erzeugt, der
dann mit einer Optik in Form einer Bikonvex-Linse mit
einer Brennweite von 16 mm fokussiert wird. Die Puls-
dauer des Ultrakurzpulslasers betragt weniger als 20 ps,
bevorzugt etwa 10 ps. Die Pulse werden in Bursts mit 2
oder mehr, bevorzugt 4 oder mehr Pulsen abgegeben.
Die Burstfrequenz betragt 12 - 48ns, vorteilhaft etwa
20ns, die Pulsenergie mindestens 200 Mikrojoule, die
Burstenergie entsprechend mindestens 400 Mikrojoule.
[0145] Anschlielend, nach dem Einfligen einer oder
insbesondere einer Vielzahl von filamentférmigen Scha-
digungen (32) wird das Glaselement (1)1 entnommen
und in einem Atzbad gelagert, wo in einem Atzprozess
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Glas entlang der filamentférmigen Schadigungen (32)
entfernt wird, so dass an der Stelle einer solchen Scha-
digung (32) jeweils ein Mikrokanal (2) in das Glaselement
1 eingefiigt wird. Bevorzugt wird ein basisches Atzbad
mit einem ph-Wert >12, beispielsweise eine KOH-L6-
sung mit > 4mol/l bevorzugt > 5mol/l besonders bevor-
zugt > 6mol/l, aber <30mol/l. Das Atzen wird gemaR einer
Ausfiihrungsform der Erfindung unabhangig vom ver-
wendeten Atzmedium bei einer Temperatur des Atzbads
von >70°C, bevorzugt >80°C, besonders bevorzugt
>90°C durchgefihrt.

[0146] Das Glaselementsowie das System gemaf der
Erfindung weisen den Vorteil auf, dass sie eine ortsauf-
geldste Untersuchung von biologischem Material ermég-
lichen. Das Glaselement ist rationell herstellbar und be-
steht aus Materialien, die im Laborumfeld gebrauchlich
sind. Nach Verwendung ist das Glas wieder einschmelz-
bar, womit die Rohstoffe wiederverwertbar sind.

Patentanspriiche

1. Glaselement (1) zur Aufnahme und/oder Weiterlei-
tung von biologischem Material (60), insbesondere
menschlichen oder tierischen oder pflanzlichen Zel-
len und/oder Zellbestandteilen, insbesondere Prote-
inen und/oder DNA und/oder RNA,

mit einer Vielzahl von Mikrokanalen (2), welche
bevorzugt eine Oberflache (U, O) des Glasele-
ments (1) mit der gegentiberliegenden Oberfla-
che (O, U) des Glaselements (1) verbinden oder
in einem Sackloch (25) enden,

wobei sich Mikrokanalen (2) von der Unterseite
(U) in Richtung zur Oberseite (O) verjiingen;
bevorzugt sind Mikrokanale (2) zumindest be-
reichsweise trichterférmig ausgebildet.

2. Glaselement (1) nach Anspruch 1, wobei der Durch-
messer (dU) des Kanaleingangs (21) eines Mikro-
kanals an der Unterseite (U) groRer als der Durch-
messer (dO) des Kanalausgangs (22) oder Kana-
lendes (25) im Bereich der Oberseite (O) ist.

3. Glaselement (1) nach mindestens einem der voran-
stehenden Anspriiche, wobeidie Mikrokanale (2) zu-
mindest im Bereich eines Kanaleingangs (21) oder
Kanalausgangs (22) oder Kanalendes (25) des Gla-
selements (1) einen Durchmesser (dU, dO) von 5
pm bis 200 pm aufweisen, bevorzugt von 7 pm bis
130 wm, besonders bevorzugt von 10 pum bis 100
wm; bevorzugt betragt der Offnungswinkel (o) des
trichterférmigen Bereichs von 0,1° bis 30°, beson-
ders bevorzugt von 2° bis 18°.

4. Glaselement (1) nach mindestens einem der voran-
stehenden Anspriiche, wobei sich an den trichterfor-
migen Bereich im Bereich des Kanaleingangs (21)
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ein zylinderférmiger oder trichterformiger Bereich
insbesondere im Bereich des Kanalausgangs (22)
oder Ende des Sacklochs (25) anschlief3t.

Glaselement (1) nach mindestens einem der voran-
stehenden Anspriiche, wobei die Mikrokanaldichte
mindestens 20/ mm?2 betragt, insbesondere mindes-
tens 400 / mm2, insbesondere mindestens 10000 /
mm2, insbesondere jeweils bis héchstens 16000 /
mm?2,

Glaselement (1) nach mindestens einem der voran-
stehenden Anspriiche, wobei die Kanalwand der Mi-
krokanale (2) eine Struktur mit einer Vielzahl von ab-
gerundeten, kalottenférmigen Vertiefungen (7) auf-
weist, die insbesondere eine Tiefe von weniger als
5 wm aufweisen.

Glaselement (1) nach mindestens einem der voran-
stehenden Anspriiche, wobeisichim Bereich der Ka-
nalausgange (22) oder am Boden der Sacklécher
(25) zumindest ein DNA- oder RNA-sensitiver Farb-
stoff (610, 611, 612, 613, 614) befindet.

Glaselement (1) nach mindestens einem der voran-
stehenden Anspriiche, wobeisichim Bereich der Ka-
nalausgange (22) oder am Boden der Sacklécher
(25) Molekile zur Polymerasekettenreaktion
befinden , insbesondere DNA, Primer, Nukleotide
und/oder das Enzym DNA-Polymerase.

System (10) zur Untersuchung von biologischem
Material (60), insbesondere menschlichen oder tie-
rischen oder pflanzlichen Zellen und/oder Zellbe-
standteilen, insbesondere Proteinen und/oder DNA
und/oder RNA, umfassend ein Glaselement (1) mit
einer Vielzahl von Mikrokanalen (2), insbesondere
ein Glaselement nach mindestens einem der An-
spriiche 1 bis 8,

wobei das Glaselement (1) im Betriebszustand
zur Aufnahme und/oder Weiterleitung des bio-
logischen Materials (60) in den oder durch die
Mikrokanéle (2) von der Unterseite (U) des Gla-
selements in den Bereich der Oberseite (O) des
Glaselements dient,

mit einer Auswerteeinrichtung, mit welcher im
Betriebszustand das biologische Material unter-
suchbar ist.

System (10) nach Anspruch 9 wobei sich im Bereich
der Kanalausgéange (22) oder am Boden der Sack-
I6cher (25) zumindest ein DNA- oder RNA-sensitiver
Farbstoff (610,611, 612, 613, 614) befindet, dessen
Farbinformation durch die Auswerteeinrichtung er-
fassbar ist, insbesondere ortsaufgeldst erfassbar.

System (10) nach mindestens einem der Anspriiche
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9 bis 10, wobei dem Glaselement (2) eine Transpor-
teinrichtung (65) zugeordnet ist, mit welcher das zu
untersuchende biologische Material (60) im Be-
triebszustand in die Mikrokanéle (2) des Glasele-
ments (1) eingebracht wird und/oder durch diese
transportiert wird.

System nach Anspruch 11, wobei die Transportein-
richtung (65) eine Unterdruckeinheit umfasst, mit
welcher im Betriebszustand Unterdruck an die Aus-
gangsseite des Glaselements angelegt wird
und/oder eine Einrichtung, um ein Potentialgefélle
insbesondere Uber die Dicke des Glaselement zu
erzeugen, so dass zu untersuchendes biologisches
Material (60) durch einen Fluss oder durch ein elek-
trisches Feld in die Mikrokanéle (2) eingebracht
und/oder durch diese transportiert wird, und/oder ei-
ne Rakeleinheit, mit welcher zu untersuchendes bi-
ologisches Material durch Verstreichen in die Sack-
I6cher eingebracht wird.

System (10) nach mindestens einem der Anspriiche
9 bis 12, wobei im Betriebszustand biologisches Ma-
terial in Mikrokanalen (2) und/oder Sackléchern (25)
vervielfaltigt wird, insbesondere sind im Bereich der
Kanalausgéange (22) oder am Boden der Sacklécher
(25) Molekile zur Polymerasekettenreaktion vor-
handen.

System (10) nach mindestens einem der Anspriiche
9 bis 13, wobei die Auswerteeinrichtung eine ge-
schlossene oder nanopordése Membraninsbesonde-
re aus einem Nichtleiter oder einem Halbleiter oder
der Kombination aus nichtleitenden, leitenden
und/oder halbleitenden Bestandteilen insbesondere
Glas, Silizium, Graphen und/oder Biomolekiilen ins-
besondere Lipidmolekilen oder Transmembranpro-
teine auf der Ausgangsseite der Mikrokanale (2) um-
fasst.

Verfahren zur Herstellung eines Glaselements (1)
mit einer Vielzahl von Mikrokanalen (2), welche eine
Oberflache (U, O) des Glaselements mit der gegen-
Uberliegenden Oberflache (O, U) des Glaselements
verbinden, insbesondere eines Glaselements (1)
nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 7, um-
fassend die Verfahrensschritte

- Bereitstellen eines Ultrakurzpuls-Lasers (300),
- Bereitstellen eines Glaselement-Grundkor-
pers (1),

- ein gepulster Laserstrahl (270) des Ultrakurz-
pulslasers (300) wird auf den Glaselement-
Grundkorper (1) gerichtet, wobei

- die Wellenldange des Laserstrahls (270) und
das Material des Glaselement-Grundkdrpers (1)
so aufeinander abgestimmt sind, dass das
Werkstiick fur den Laserstrahl (270) im Wesent-
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lichen transparent ist, und wobei

- der Laserstrahl (270) zu einem in Strahlrich-
tung langgestreckten Fokusbereich (73) fokus-
siert wird, welcher mindestens teilweise in ner-
halb des Glaselement-Grundkérpers (1) liegt,
wobei

- die Intensitat des Laserstrahls (270) und die
Ausdehnung des Fo kus so groR sind, dass der
Laserstrahl (270) im Werkstiick eine fila ment-
férmige Schadigung (32) hinterlasst, und wobei
eine Vielzahl solcher filamentférmiger Schadi-
gungen (32) eingefligt werden,

- Aufatzen der filamentférmigen Schadigungen
(32) zu Mikrokanalen (2).

Verfahren nach Anspruch 15, wobei filamentférmige
Schéadigungen (32) zumindest eine Oberflache (O)
des Glaselement-Grundkérpers (1) nicht erreichen
und die Offnung zu dieser Oberflache (O) durch den
nachfolgenden Atzschritt erfolgt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche
15 bis 16, wobei durch das Atzen kalottenférmige
Vertiefungen (7) an der Kanalinnenwand der Mikro-
kanale (2) eingebracht werden.
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